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(54) Standardisierter durchflu&zytometrischer Vollblutassay 

57) Fur die Uberwachung und Optimierung der Behand- 
lung mit Fibrinogenrezeptorantagonisten, einer neuen 
Klasse von antithrombotischen Medikamenten, wird ein 
selektiver und quantitativer Test zur Bestimmung der the- 
rapeutischen Blockade der Fibrinogenrezeptoren auf 
Thrombozyten benotigt. 

Der beschriebene durchflu&zytometrische Assay ermog- 
licht durch das Prinzip der Kompetition eines fluorogenen 
Substrates mit dem therapeutisch verwendeten Fibrino- 
genrezeptorblocker um die Bindung am Rezeptor eine 
Quantifizierung des medikamentosen Effektes auf die 
Thrombozyten. Die Analyse unstimulierter und maximal 
stimulierter Thrombozyten erlaubt die Beurteilung der 
Medikamentenwirkung uber die gesamte Breite der akti- 
vierungsabhangig hochregulierten Expressionsdichte der 
Fibrinogenrezeptoren. Zur Uberwachung der Gerateein- 
stellung und -leistung sowie Kalibrierung der Fluores- 
zenzintensitaten in absolute Anzahlen gebundener fluo- 
reszenzmarkierter Substrate werden Beads eingesetzt. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft einen standardisierten durchfluBzy- 
tometrischen Vollblutassay zur Quantifizierung der Fibrino- 
genrezeptorblockade durch Fibrinogenrezeptorantagoni- 5 
sten. 

Der Assay findet Anwendung in klinischen Disziplinen, 
die sich mit dem Therapiemonitoring bei der Behandlung 
von Patienten mit Fibrinogenrezeptorantagonisten (z. B. 
Kardiologie, Angiologie, Neurologie) befassen, und in 10 
nichtklinischen Disziplinen, die die Entwicklung und Erpro- 
bung neuer Substanzen dieser Praparateklasse in vitro und 
im Tiermodell zum Ziel haben. 

Der Fibrinogenrezeptor (Glykoproteinkomplex Ilb/nia) 
wird ausschlieBlich auf Blutplattchen (Thrombozyten) ex- 15 
primiert und vermittelt iiber Bindung von Fibrinogen am ak- 
tivierten Rezeptorkomplex die Aggregation von Thrombo- 
zyten nach Aktivierung durch physiologische Stimuli. Da- 
mit kommt der Wechselwirkung von Fibrinogen und seinem 
Rezeptor auf Thrombozyten eine entscheidende Bedeutung 20 
zu unter physiologischen Bedingungen bei der Bildung 
von Thrombozytenaggregaten zum VerschluB von GefaB- 
verletzungen und bei der Erhaltung der GefaBintegritat. 

Unter pathologischen Bedingungen (wie z. B. degenera- 
tive arteriosklerotische GefaBerkrankungen, Diabetes melli- 25 
tus, Autoimmunerkrankungen, Tumorerkrankungen u. a.) 
fiihrt die gesteigerte Thrombozytenaktivierung zu einer ver- 
starkten Bildung von plattchenreichen Aggregaten und da- 
mit zum thrombotischen VerschluB von GefaBen. 

Aus diesem Grund entsteht mit der Entwicklung von Inhi- 30 
bitoren der Fibrinogenbindung am Fibrinogenrezeptor eine 
neue und sehr interessante Klasse von antithrombozytaren 
Medikamenten. Bereits im klinischen Einsatz ist ein blok- 
kierender Antikorper (murin-human chimerer Klon c7E3 
Fab; abciximab; ReoPro®), der entsprechend der Ergebnisse 35 
aus der Phase IH-Studie EPIC (1) als zusatzliche Medika- 
tion neben Heparin und Acetyls alicylsaure (ASS) bei Pa- 
tienten mit akutem Herzinfarkt und instabiler Angina pecto- 
ris in verschiedenen Landern zugelassen ist. Auf den Ergeb- 
nissen der drei Studienarme beruht die z.Zt. empfohlene An- 40 
wendung des Medikamentes mit Bolus und anschlieBender 
zwolfstiindiger Infusion. Weitere peptidische und nichtpep- 
tidische Fibrinogenrezeptorantagonisten (Eptifibatide [2], 
Lamifiban [3]) sind in verschiedenen Phasen ihrer klini- 
schen Erprobung fur die intravenose und orale Anwendung. 45 

Der Einsatz der Fibrinogenrezeptorantagonisten erfolgt in 
Kombination mit anderen antithrombotischen Medikamen- 
ten wie ASS und Heparin. Daher stellt das selektive und 
quantitative Monitoring jedes Medikamentes allein und in 
der Kombination eine entscheidende Voraussetzung zur Be- 50 
urteilung der Effektivitat und fur die Entwicklung von indi- 
viduellen Dosierungsempfehlungen dar. Eine funktionell 
wirksame Inhibierung der Thrombozytenaggregation tritt 
erst bei einer Blockade von mehr als 75% der Fibrinogere- 
zeptoren auf und erreicht ihr Maximum bei ca. 85% Blok- 55 
kade (4). Fur die individuelle Dosisanpassung bei der akuten 
intravenosen Gabe und auch bei der chronischen Anwen- 
dung oraler Substanzen ist daher die Quantifizierung im Be- 
reich unterhalb der Blockade von 75% der Rezeptoren von 
entscheidender Bedeutung. 60 

Fur das Monitoring der Fibrinogenrezeptorantagonisten 
wurden bisher folgende Methoden publiziert: a) Blutungs- 
zeit (5), b) Aggregometrie (6), c) Thrombelastografie (7), d) 
Platelet Function Analyzer- 100 (PFA-100) (8), e) plattchen- 
induzierte Thrombingenerierungszeit (9), f) Kompetition 65 
mit radioaktiv-markierten Antikorpern (10) und Antikorper- 
fragmenten (11), g) induzierte Aggregation fibrinogenbe- 
schichteter Plastekiigelchen (4) und h) durchfluBzytometri- 
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sche Kompetitionsassays mit dem fluoreszenzmarkierten 
Medikament (12) bzw. i) einem fluoreszenzmarkierten Anti- 
korper (13) oder fluoreszenzmarkiertem Fibrinogen (14). 

Die Nachteile der bisher publizierten Methoden liegen in 
der mangelnden Selektivitat fur den Nachweis der Wirkung 
der Fibrinogenrezeptorantagonisten bei der Kombination s- 
therapie mehrerer antithrombotischer Medikamente (a, b, c, 
d, e), in der ungenugenden Quantifizierbarkeit der Rezeptor- 
blockade (a, b, c, d, e, g), in der Verwendung hochspeziali- 
sierter Gerate und Instrumente (c, d, e, f), in der Anwendung 
radioaktiver Substanzen (f) und in der fehlenden Verfugbar- 
keit fluoreszenzmarkierter Derivate der therapeutisch zuge- 
lassenen Fibrinogenrezeptorblocker (h) sowie in der unge- 
nugenden Standardisierung, Geratekalibierung, Qualitats- 
kontrolle und Beachtung der aktivierungsabhangig steigen- 
den Rezeptorexpressionsdichte (h, i). 

Die Ursachen der Nachteile liegen in folgendem. 

Die Methoden a)-e) (Blutungszeit, Aggregometrie, 
Thrombelastografie, PFA-100-Messung und plattchen-indu- 
zierte Thrombingenerierung) konnen eine angeborene oder 
erworbene Unterfunktion der Thrombozyten (z. B. infolge 
antithrombotischer Therapie) nachweisen, ermoglichen aber 
methodisch bedingt nicht die selektive Bestimmung der je- 
weiligen Einzelwirkung bei einer antithrombotischen Kom- 
binationstherapie. Der Einsatz der Fibrinogenrezeptoranta- 
gonisten erfolgt entsprechend dem aktuellen Wissenstand 
aber in Kombination mit ASS und Heparin. 

Daruberhinaus ist keine exakte Quantifizierung der Re- 
zeptorblockade durch Fibrinogenrezeptorantagonisten mit 
den Methoden a)-e) und g) moglich, da eine niedrige Re- 
zeptorbesetzung bis ca. 75% funktionell noch nicht bedeut- 
sam ist und damit nicht erfaBt werden kann. Fur die indivi- 
duelle Dosisanpassung ist aber gerade die Quantifizierung 
dieses subtherapeutischen Bereiches wichtig. 

Eine Reihe von Methoden erfordert technische Gerate 
und Labormoglichkeiten, die hochspezialisiert, nur fiir we- 
nige Fragestellungen einsetzbar sind und daher nur fiir we- 
nige Labors in Frage kommen. Thrombelastografie (c ) und 
PFA-100-Gerat (d) wurden als Screeningmethoden fiir die 
Thrombozytenfunktion entwickelt und sind ausschlieBlich 
fiir diese Fragestellung einsetzbar. Die Anwendung von ra- 
dioaktiv markierten Antikorpern (f) erfordert bau- und gera- 
tetechnische sowie strahlenschutzrechtliche Voraussetzun- 
gen, die bei neuen Routineassays heute vermieden werden 
sollten. 

Der vorgestellte durchfLuBzytometrische Assay mit einem 
fluoreszenten Derivat des Medikamentes als Kompetitor (h) 
ist hochselektiv fiir den getesteten Fibrinogenrezeptoranta- 
gonisten. Insbesondere fiir nichtpeptidische Fibrinogenre- 
zeptorantagonisten ist aber dieses Testprinzip in vielen Fal- 
len synthetisch nicht leicht zu losen, da die Kopplung des 
Fluorophors am meist sehr kleinen Inhibitor zu keiner Be- 
einflussung seiner Bindungseigenschaften fiihren darf. 

In dem als Abstract publizierten Assay von I.Besson und 
M.C. McGregor (i) wird die Kompetition von Fibrinogenre- 
zeptorantagonisten mit fluoreszenzmarkierten Antikorpern 
vorgestellt. Hierin fehlen aber die fiir einen allgemein ein- 
setzbaren Routinetest notwendige Standardisierung, Gerate- 
kalibrierung und Minimierung der unspezifischen Bindung. 
Dariiberhinaus konnte die Arbeitsgruppe von B.S.Coller 
(11) nachweisen, daB der Einsatz von intakten IgG-Antikor- 
pern aufgrund der zwei Bindungsvalenzen im Gegensatz 
zum monovalenten Fab-Fragment nur 50% der tatsachlich 
vorhandenen Antigene detektiert. In keinem der publizierten 
Tests wird die aktivierungsabhangig steigende Expressions- 
dichte des GpIIb/IIIa-Rezeptors beriicksichtigt. 

Das Ziel der Erfindung besteht in der Entwicklung eines 
standardisierten, selektiven und quantitativen Assays zur 
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Bestimmung der Rezeptorblockade durch Fibrinogenrezep- 
torantagonisten auf unstimulierten und stimulierten Throm- 
bozyten. 

Ein durchfluBzytometrischer Assay auf dem Prinzip der 
Kompetition eines fluoreszenten Substrates mit einem thera- 5 
peutisch eingesetzten Fibrinogenrezeptorantagonisten um 
die Bindung am Fibrinogenrezeptor ermoglicht die quantita- 
tive und selektive Analyse der Fibrinogenrezeptorblockade 
und wird in Verbindung mit der Minimierung der unspezifi- 
schen Hintergrundfluoreszenz, der Stimulation in vitro mit 10 
einem starken Agonisten, mit der Kalibrierung und Standar- 
disierung der Geratefluoreszenz sowie der Option zur Um- 
rechnung der gemessenen Fluoreszenzsignale in die Anzahl 
besetzter Fibrinogenrezeptoren zu einem standardisierten 
Routinetest. 15 

Die Erfindung wird nachfolgend im einzelnen dargestellt. 
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Substrat konjugiert ist. Es sollten zwei Fluoreszenzfarb- 
stoffe ausgewahlt werden, deren Emissionsbereiche sich 
nicht wesentlich uberlappen (z. B. Fluoreszeinisothiocyanat 
[FTTC] mit Phycoerythrin-Cyan5 [PE-Cy5] oder Phycoery- 
thrin [PE] mit PE-Cy5, so daB keine Kompensationspro- 
bleme auftreten. Fiir die Markierung des Substrates er- 
scheint FITC besonders geeignet, da aufgrund seines niedri- 
gen Molekulargewichtes die Gefahr einer sterischen Behin- 
derung am GpIIb/IIIa-Rezeptor gering ist. 

Unter laufender Therapie mit einem Fibrinogenrezeptor- 
antagonisten kann nun nach Inkubation der unstimulierten 
bzw. stimulierten Patiententhrombozyten mit dem fluores- 
zenzmarkierten Substrat aus der gemessenen Fluoreszenzin- 
tensitat auf den jeweiligen Prozentsatz therapeutisch blok- 
kierter bzw. bei maximal stimulierten Thrombozyten blok- 
kierbarer Fibrinogenrezeptoren geschlossen werden. 



Prinzip 

Das Prinzip des Assays besteht in der Kompetition thera- 20 
peutisch eingesetzter Fibrinogenrezeptorantagonisten (z. B. 
monoklonale Antikorper wie c7E3 [Reo-Pro®], lineare oder 
zyklische RGD-Peptide wie Eptifibatide [Integrilin®] oder 
nicht-peptidische Fibrinogenrezeptorantagonisten wie La- 
mifiban) mit einem fluoreszenzmarkierten Fab-Fragment ei- 25 
nes monoklonalen Antikorpers (z. B. Fab der Klone P2, 
LYP18 oder c7E3), einem fluoreszenzmarkierten linearen 
oder zyklischen RGD-Peptid oder einem nicht-peptidischen 
Fibrinogenrezeptorantagonisten um die Bindung am Fibri- 
nogenrezeptor der Thrombozyten. 30 

Ansatz 

Vor Beginn der Therapie mit dem Fibrinogenrezeptoran- 
tagonisten wird eine schonende Blutentnahme beim Patien- 35 
ten (geringe venose Stauung, kurze und weitlumige Kaniile) 
durchgefiihrt. Das Vollblut wird durch Verdiinnen in Puffer- 
losung (z. B. phosphatgepufferte Kochsalzlosung [PBS] 
oder Hank's Balanced Salt Solution [HBSS]; pH 7,4), die 
humanes Immunglobulin [1 mg/ml] zur Verminderung der 40 
unspezifischen Antikoperbindung enthalt, auf eine Zahl von 
10.000 Thrombozyten/ul eingestellt. 

Eine definierte Zahl von Thrombozyten wird unstimuliert 
mit einer sattigenden Konzentration des fluoreszenzmar- 
kierten Substrates inkubiert und so der maximale Fluores- 45 
zenzwert der unstimulierten Probe ermittelt (entspricht 0% 
Rezeptorblockade). Im Parallelansatz wird die gleiche Ab- 
solutzahl von Thrombozyten mit einem starken, proteasere- 
sistenten Agonisten maximal stimuli ert (z. B. TRAP-6 mit 
N-terminaler Substitution von Serin durch Isoserin) (15). 50 
Der Fluoreszenzwert nach anschlieBender Inkubation mit 
fluoreszenzmarkiertem Substrat in sattigender Konzentra- 
tion entspricht 0% Rezeptorblockade bei maximal stimulier- 
ten Thrombozyten. In einem dritten Ansatz erfolgt wie- 
derum bei gleicher Absolutzahl der Thrombozyten die in vi- 55 
tro-Blockierung aller blockierbaren GpHb/HIa-Rezeptoren 
mit dem therapeutisch eingesetzten Fibrinogenrezeptoranta- 
gonisten. Die Endkonzentration wird im Ansatz so gewahlt, 
daB sie dem Doppelten der Medikamentenkonzentration im 
Vollblut entspricht, die nach Bolusgabe der maximal zur 60 
Therapie zugelassenen Medikamentendosis erreicht werden 
kann. 

Die Identifizierung der Thrombozyten folgt in alien drei 
Ansatzen dem gleichen Prinzip. Verwendet wird ein fluores- 
zenzmarkierter monoklonaler Antikorper in sattigender 65 
Konzentration, der eine raumlich weit von der Fibrinogen- 
bindungsstelle entfernte Struktur des Fibrinogenrezeptors 
erkennt und mit einem anderen Fluoreszenzfarbstoff als das 



Kalibrierung der Fluoreszenzsignale in die Anzahl geblock- 
ter Fibrinogenrezeptoren durch den therapeutisch eingesetz- 
ten Fibrinogenrezeptorantagonisten 

Die gemessenen arbitraren Fluoreszenzintensitaten kon- 
nen nicht direkt zur Berechnung der Zahl geblockter Rezep- 
toren verwendet werden. Die Absolutwerte der Fluoreszenz- 
intensitaten sind vom DurchfluBzytometer, der Verstarker- 
einstellung des Gerates und vom fluoreszenten Substrat ab- 
hangig. Erst die Kalibrierung der gemessenen Fluoreszenz- 
signale in die Anzahl blockierter Fibrinogenrezeptoren er- 
laubt nicht nur einen Vergleich der prozentualen Rezeptor- 
besetzung, sondern auch einen vom DurchfluBzytometer 
und fluoreszenzmarkierten Substrat unabhangigen Vergleich 
der absoluten Rezeptorzahlen zwischen verschiedenen La- 
bors. 

Bei Verwendung von murinen fluoreszenzmarkierten 
Fab-Fragmenten von IgG-Antikorpern als kompetitives 
Substrat erfolgt die Inkubation einer sattigenden Konzentra- 
tion dieser Antikorperfragmente mit einem Set von 5 Popu- 
lationen von Plastekiigelchen (Beads), die durch ihre unter- 
schiedlichen Bindungskapazitaten fiir monoklonale Anti- 
korper charakterisiert sind (z. B. Quantum Simply Cellular 
Microbead Kit® Sigma, Deisenhofen). Werden fluoreszenz- 
markierte Substrate verwendet, die keine murinen monoklo- 
nalen Antikorper sind, muB die Kalibrierung bei bekanntem 
Fluoreszenzmolekiil-Proteinmolekiil-Verhaltnis (F/P- Ratio) 
uber ein Set von mehreren Plastekiigelchen durchgefiihrt 
werden. Diese Beadpopulationen sind mit demselben Fluo- 
reszenzfarbstoff wie das Substrat markiert und leuchten mit 
unterschiedlicher, definierter Fluoreszenzstarke (Quantum 
Fluorescence Kit for MESF units of FTTC®, Sigma, Deisen- 
hofen). 

Geratekalibrierung und Standardisierung 

Bei quantitativen Messungen mit dem DurchfluBzytome- 
ter muB mittels fluoreszenzmarkierter Plastekiigelchen die 
Leistungsstarke des Lasers taglich kontrolliert werden. 
Hierfiir wird das Fluoreszenzsignal dieser Beads unter den- 
selben Gerateeinstellungen wie bei Thrombozytenmessun- 
gen analysiert. Durch Setzen eines Markers uber der Bead- 
population wird deren mittlere Fluoreszenzintensitat be- 
stimmt und durch Nachstellen der Verstarkerspannung kon- 
stant gehalten. 

Bei DurchfluBzytometern, die in der Online- Software die 
Moglichkeit eines Autosetup haben (z. B. Coulter 
EPICS ®XL mit System 2-Software), wird diese zur automa- 
tischen Nachkorrektur aktiviert. Hierfiir wird in dem Proto- 
koll zur Messung der Beads ein sehr schmaler Marker uber 
der mittleren Fluoreszenzintensitat der Beads gesetzt. Liegt 
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die mittlere Fluoreszenzintensitat der Beads bei Folgemes- 
sungen auBerhalb dieses Markers, paBt die Software die Ver- 
starkerspannung automatisch an und optimiert so bediener- 
unabhangig die Gerateeinstellung. 

Die Erfindung wird an Beispielen erlautert, ohne auf diese 5 
beschrankt zu sein. 

- Die nachfolgende Vorschrift wurde fur die Quantifi- 
zierung der Fibrinogenrezeptorblockade durch das Me- 
dikament ReoPro® (murin-human chimerer Klon c7E3 10 
Fab; abciximab) optimiert. 
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von FITC-Molekiilen eine Fluoreszenzintensitat zugeordnet 
werden. Die mit den fiinf Beadpopulationen erstellte Eich- 
gerade dient zur Umrechnung der gemessenen Fluoreszenz- 
intensitat der Thrombozyten in die Anzahl gebundener 
FITC-Molekiile. Unter Verwendung der spektrophotome- 
trisch bestimmten F/P-Ratio unserer c7E3-Fab-Fragmente 
(Lot 12/97: 4,2) kann aus der Anzahl gebundener FITC-Mo- 
lekiile auf die am Thrombozyten gebundenen fluoreszenten 
Fab-Fragmente geschlossen werden. Vollblut und Beadsus- 
pension werden unter identen Gerateeinstellungen gemes- 
sen. 



Ansatz 

Als kompetitives fluoreszenzmarkiertes Substrat wurden 15 
FTTC-markierte Fab-Fragmente des Klons c7E3 verwendet. 
Die FTTC-Kopplung erfolgte mit einem kommerziellen 
Fluoreszenzmarkierungs-Kit (Sigma, Deisenhofen). Die 
Identifierung der Thrombozyten im Vollblut erfolgt mit dem 
PE-Cy5-markierten Antikorperklon SZ21 (Coulter-Immu- 20 
notech Diagnostics, Hamburg), der mit dem c7E3-Klon 
nicht urn die Bindungsstelle am Fibrinogenrezeptor kompe- 
titiert (13). 

Das Vollblut des Patienten wird mit einem isoosmolaren 
Puffer (HBSS, pH 7,4, mit 1 mg/ml humanes Immunglobu- 25 
lin G) auf 10.000 Thrombozyten/ul verdiinnt. 20 ul des ver- 
diinnten Vollblutes werden mit 5 ul des FTTC-markierten 
Fab-Fragmentes c7E3 (Proteinkonzentration 0,3 mg/ml) zur 
Bestimmung der maximalen Fluoreszenz ohne Blockade des 
Fibrinogenrezeptors durch Reo-Pro® fiir 10 min bei Raum- 30 
temperatur (RT) und dann fiir weitere 5 min bei RT mit 10 ul 
PE-Cy5-markiertem Antikorper SZ21 zur Thrombozyteni- 
dentifizierung inkubiert. Die maximale Stimulation erfolgt 
im parallelen Ansatz mit einer Aktivatorkonzentration von 
500 uM iso-TRAP-6 fur 30 min bei RT: Nach Auffullen mit 35 
2 ml Pufferlosung werden 10.000 Thrombozyten am Durch- 
fluBzytometer mit einer FluBrate von 500-1000 Partikeln 
pro Sekunde gemessen. Die Identifizierung der Thrombozy- 
ten erfolgt liber ihre hohe Fluoreszenzintensitat fiir PE-Cy5 
und ihre GroBe, die als Vorwartsstreulicht gemessen wird. 40 
Diese Population wird mit einer Region markiert und in ei- 
ner nachsten Darstellung mit Vorwarts- gegen Seitstreulicht 
entsprechend den bekannten Streulichteigenschaften fiir 
Thrombozyten iiberpriift. Nach Setzen einer Region um die 
erneut als Thrombozyten verifizierte Population und Aus- 45 
schluB von Zellfragmenten, Aggregaten, Erythrozyten und 
Leukozyten wird nun die mittlere Fluoreszenzintensitat in 
einer dritten Darstellung fiir die FTTC-Fluoreszenz ermittelt 
(entspricht 0% Blockade). 

Parallel erfolgt ein Ansatz mit 20 ul verdunntem Vollblut 50 
und ReoPro® (Endkonzentration 5 ug/ml) fiir 10 min bei RT. 
AnschlieBend wird zunachst mit 5 ul markiertem c7E3-Fab- 
FTTC fur 10 min und schlieBlich mit 10 ul SZ21-PE-Cy5 fur 
5 min bei RT inkubiert. Nach Auffullen mit 2 ml Puffer er- 
folgt die Messung. 55 

Die so ermittelte mittlere Fluoreszenzintensitat fiir die 
FTTC-Fluoreszenz entspricht dem Wert "100% Blockade". 

Kalibrierung der Fluoreszenzsignale in die Anzahl geblock- 
ter Fibrinogenrezeptoren durch den therapeutisch eingesetz- 60 
ten Fibrinogenrezeptorantagonisten 

Die Umrechnung der gemessenen Fluoreszenzwerte wird 
mit dem Quantum Fluorescence Kit for MESF units of 
FITC® (Sigma, Deisenhofen) entsprechend den Hersteller- 65 
angaben durchgefiihrt. Fiinf verschiedene Beadpopulatio- 
nen sind mit einer bekannten Anzahl von FITC-Molekiilen 
gekoppelt. Dementsprechend kann einer bekannten Zahl 



Geratekalibrierung und Standardisierung 

Fiir die Standardisierung und Uberwachung der Geratee- 
instellung werden fluoreszente Beads (z. B. Flow-Set Fluo- 
rospheres®, Coulter-Immunotech Diagnostics, Hamburg), in 
einem separaten Protokoll mit sehr schmalen Markern fiir 
ihr mittleres Vorwartsstreulichtsignal und die Fluoreszenzsi- 
gnale bei 525 nm (FITC) sowie > 650 nm (PE-Cy5) analy- 
siert. Die Nachkorrektur fiir Abweichungen von den gespei- 
cherten Markereinstellungen im MeBprotokoll erfolgt auto- 
matisch unter Nutzung der Auto-Setup-Funktion der System 
2-Software des DurchfluBzytometers EPICS XL der Fa. 
Coulter. 

Der Assay weist merkliche Vorteile gegeniiber den bisher 
bekannten Methoden auf. Insbesondere ist er fiir klinisch 
und experimentell tatige Mediziner, Laborchemiker und Na- 
turwissenschaftler angrenzender biologischer Gebiete inter- 
essant. Fiir die klinische Anwendung des ersten zugelasse- 
nen Fibrinogenrezeptorantagonisten (ReoPro®) existiert 
z.Zt. nur eine auf dem Korpergewicht basierende Dosisemp- 
fehlung fiir die Bolusgabe und anschlieBende zwolfstiindige 
Infusion entsprechend dem Ergebnis einer multizentrischen 
Studie. Eine individuelle Dosisadaptierung, die durch das 
Erreichen einer vorgegebenen prozentualen Blockierung der 
Fibrinogenrezeptoren des Patienten gesteuert wird, wiirde 
die klinische Effektivitat und Sicherheit des Medikamentes 
weiter verbessern. Der vorliegende Assay bietet die metho- 
dische Grundlage fiir die Datenerhebung und den Vergleich 
der MeBergebnisse zwischen verschiedenen Labors. Fiir die 
genannte Problemstellung ist bislang kein Assay verfiigbar, 
der den komplexen Anforderungen gerecht wird. 

Neben der Anwendung im klinischen Umfeld kann der 
Assay auch fiir die Testung der Wirkung neuer Fibrinogen 
rezeptorantagonisten in vitro und im Tiermodell genutzt 
werden. Die Kenntnisse iiber Dosis-Wirkungsbeziehungen 
bereits charakterisierter Rezeptorinhibitoren sind mit neuen 
Substanzen vergleichbar. 
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Patentanspriiche 

1 . Assay fur die Verwendung in der DurchfluBzytome- 60 
trie zur Analyse der Rezeptorblockade durch therapeu- 
tisch eingesetzte Fibrinogenrezeptorantagonisten, be- 
stehend aus 

a) einem therapeutisch eingesetzten Fibrinogen- 
rezeptorantagonisten wie monoklonale Antikor- 65 
per oder Fab-Fragmente monoklonaler Antikorper 
oder lineare oder zyklische Peptide oder nicht- 
peptidische Reptorantagonisten oder Aptamere 



8 

und 

b) einem kompetitiven fluoreszenzmarkiertem 
Fibrinogenrezeptorantagonisten wie monoklonale 
Antikorper oder Fab-Fragmente monoklonaler 
Antikorper oder lineare oder zyklische Peptide 
oder nicht-peptidische Reptorantagonisten oder 
Aptamere. 

2. Verfahren zur Bestimmung der Fibrinogenrezeptor- 
blockade auf Thrombozyten, dadurch gekennzeichnet, 
daB eine Kompetition eines fluoreszenten Substrates 
mit einem therapeutisch eingesetzten Fibrinogenrezep- 
torantagonisten um die Bindung am Fibrinogenre- 
zeptor die quantitative und selektive Analyse der Fibri- 
nogenrezeptorblockade dergestalt ermoglicht, daB 

a) als kompetitives fluoreszenzmarkiertes Sub- 
strat monoklonale Antikorper oder Fab-Frag- 
mente monoklonaler Antikorper oder lineare oder 
zyklische Peptide oder nicht-peptidische Reptor- 
antagonisten oder Aptamere verwendet werden, 
die in an sich bekannter Weise mit einem kom- 
merziellen Fluoreszenzmarkierungskit mit einem 
in der DurchfluBzytometrie lib lichen Fluoreszenz- 
farbstoff wie Fluoresceinisothiocyanat (FTTC), 
Phycoerythrin (PE), energy coupled dye (ECD), 
PerCP®, Phycoerythrin-Cyan 5 (PE-Cy5) oder Al- 
lophycocyanin (APC) markiert sind, 

b) als therapeutisch eingesetzter Fibrinogenre- 
zeptorantagonist monoklonale Antikorper oder 
Fab-Fragmente monoklonaler Antikorper oder li- 
neare oder zyklische Peptide oder nicht-peptidi- 
sche Reptorantagonisten oder Aptamere einge- 
setzt werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeich- 
net, daB 

a) dem Patienten Blut entnommen wird, 

b) das Vollblut auf eine Zahl von 10.000 Throm- 
bozyten/ul eingestellt wird, 

c) ein Teil des verdunnten Vollblutes unstimuliert 
mit einer sattigenden Konzentration des fluores- 
zenzmarkierten Substrates inkubiert wird und 
nachfolgend der Fluoreszenzwert der unstimulier- 
ten Probe ermittelt wird, 

d) ein anderer Teil des verdunnten Vollblutes, der 
die gleiche Anzahl von Thrombozyten enthalt, mit 
einem starken, proteaseresisten Agonisten stimu- 
liert wird und der Fluoreszenzwert nach anschlie- 
Bender Inkubation mit einer sattigenden Konzen- 
tration des fluoreszenzmarkierten Substrates ge- 
messen wird, 

e) ein dritter Teil des verdunnten Vollblutes, der 
die gleiche Anzahl von Thrombozyten enthalt, in 
vitro mit dem therapeutisch eingesetzten Fibrino- 
genrezeptorantagonisten versetzt wird, 

f) die Thrombozyten in den drei Volumina nach 
gleicher Methodik identifiziert werden, 

g) aus den gemessenen Fluoreszenzintensitaten 
die therapeutisch blockierten bzw. blockierbaren 
Fibrinogenrezeptoren rechnerisch bestimmt wer- 
den, 

h) nachdem die gemessene Fluoreszenzintensitat 
der Thrombozyten in die Anzahl gebundener 
Fluoreszenzmolekiile umgerechnet wird, was 
nach Kalibrierung des Gerates mit fiinf verschie- 
den fluoreszenten Beadpopulationen gelingt. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeich- 
net, daB das Einstellen auf 10.000 Thrombozyten/ul 
durch Verdiinnen mit Pufferlosung wie phoshatgepuf- 
ferter Kochsalzlosung (PBS) oder mit Hanks Balanced 
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Salts (HBSS) bei pH 7,4 mit einem Gehalt von 1 mg/ml 
humanem Immunglobulin G erfolgt. 

5. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeich- 
net, daB der maximale Fluoreszwert der unstimulierten 
Probe den Nullwert der Rezeptorblockade darstellt. 5 

6. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Stimulierung der Thrombozyten mit einem 
proteaseresistenten starken Agonisten wie TRAP- 6 mit 
N-terminaler Substitution von Serin durch Isoserin er- 
folgt. 10 

7. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeich- 
net, daB der maximale Fluoreszwert der stimulierten 
Probe den Nullwert der Rezeptorblockade bei maximal 
stimulierten Thrombozyten darstellt. 

8. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeich- 15 
net, daB mit dem therapeutisch eingesetzten Fibrinoge- 
rezeptorantagonisten die Fibrinogenrezeptoren blok- 
kiert werden. 

9. Verfahren nach Anspruch 3 und 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der therapeutisch eingesetzte Fibrinoge- 20 
rezeptorantagonist in einer solchen Menge zugesetzt 
wird, daB seine Endkonzentration dem Doppelten der 
zur Therapie zugelassenen Medikamentendosis ent- 
spricht. 

10. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeich- 25 
net, daB die Identifizierung der Thrombozyte dergestalt 
erfolgt, daB der jeweiligen verdtinnten Vollblutprobe 
ein fluoreszenzmarkierter monoklonaler Antikorper in 
sattigender Konzentration zugesetzt wird, der eine 
raumlich weit von der Fibrinogenbindungsstelle ent- 30 
fernte Struktur des Fibrinogenrezeptors erkennt und 
mit einem anderen Fluoreszfarbstoff als das kompe- 
titve Substrat markiert ist. 

11. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeich- 
net, daB mit dem therapeutisch eingesetzten Fibrinoge- 35 
rezeptorantagonisten die Fibrinogenrezeptoren blok- 
kiert werden. 

12. Verfahren nach Anspruch 3 und 8, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB der therapeutisch eingesetzte Fibri- 
nogerezeptorantagonist in einer solchen Menge zuge- 40 
setzt wird, daB seine Endkonzentration dem Doppelten 
der zur Therapie zugelassenen Medikamentendosis 
entspricht. 

13. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Identifizierung der Thrombozyte dergestalt 45 
erfolgt, daB der jeweiligen verdtinnten Vollblutprobe 
ein fluoreszenzmarkierter monoklonaler Antikorper in 
sattigender Konzentration zugesetzt wird, der eine 
raumlich weit von der Fibrinogenbindungsstelle ent- 
fernte Struktur des Fibrinogenrezeptors erkennt und 50 
mit einem anderen Fluoreszfarbstoff als das kompe- 
titve Substrat markiert ist. 

14. Verfahren nach Anspruch 3 und 10, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB als monoklonale Antikorper die 
Klone SZ21 oder gleichwertige andere eingesetzt wer- 55 
den. 

15. Verfahren nach Anspruch 3 und 10, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB die beiden Fluoreszenzfarbstoffe 
dergestalt ausgewahlt werden, daB sie sich in ihren 
Emissionsbereichen nicht wesentlich iiberlappen. 60 

16. Verfahren nach Anspruch 3,10 und 12, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB als Fluoreszenzfarbstoffpaare FITC 
mit PE-Cy5 oder FITC mit PerCP oder PE mit PE-Cy5 
oder PE mit PerCP verwendet werden. 



